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(54) Tide: METHOD FOR SCREENING PROCESS CONDITIONS OF A CHEMICAL COUPLING REACTION AND KITS 
THEREFOR 

(54) Titre : PROCEDE DE CRIBLAGE DE CONDITIONS OPERATOIRES DUNE REACTION CHIMIQUE DE COUPLAGE 
ET TROUSSES POUR LA MISE EN OEUVRE DE CE PROCEDE 

(57) Abstract: The invention concerns a method for screening the process conditions of a coupling reaction of at least two functional 
groups, and, in particular catalysts useful in said coupling reaction, as well as kits for implementing said method. The invention is 
applicable to basic and applied research, in particular in the fields of chemistry, agri-food, pharmaceutics and environmental protec- 
tion, to develop or optimize the performances of synthesis reactions. 



(57) Abrege : La pnSsente invention se rapporte a un proc6d6 de criblage de conditions op^ratoires d'une reaction de couplage 
d'au moins deux groupements fonctionnels, et en particulier de catalyseurs utiles dans cette reaction de couplage, ainsi qu'a des 
trousses propres a permettre la mise en oeuvre de ce proc6d6. Applications recherche fondamentale et appliquee, en particulier dans 
les secteurs de la chimie, de 1'agroalimentaire, de la pharmacie et de la protection de l'environnement, pour le developpement ou 
1'optimisation des rendements de reactions de synthese. 
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PROCEDE DE CRIBLAGE DE CONDITIONS OPERATOIRES D'UNE 
REACTION CHIMIQUE DE COUPLAGE ET TROUSSES POUR LA MISE 

EN CEUVRE DE CE PROCEDE 

5 DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

La presente invention se rapporte a un 
procede de criblage de conditions operatoires d'une 
reaction chimique de couplage, ainsi qu f a des trousses 

10 propres a permettre la mise en oeuvre de ce procede. 

De fagon plus precise, elle se rapporte a 
un procede permettant de tester simultan6ment les 
effets de differentes conditions operatoires sur le 
rendement d'une reaction consistant a coupler au moins 

15 deux groupements fonctionnels en vue, par exemple, de 
selectionner celle ou celles de ces conditions qui 
conduisent & une optimisation de ce rendement. 

Ces conditions operatoires peuvent etre 
aussi bien qualitatives que quantitatives . 

20 Ainsi, le proc§d6 peut servir a cribler des 

substances, comme des catalyseurs ou des solvants, dont 
on souhaite savoir si elles sont susceptibles de 
presenter une utility dans une reaction de couplage 
particuliere, mais il peut egalement etre employe pour 

25 cribler des niveaux, par exemple de temperature ou de 
pression, des concentrations, des rapports stcechio- 
metriques ou des durees comme la dur6e de reaction ou 
la dur6e d 1 agitation du milieu react ionnel, dont on 
souhaite connaitre I 1 influence sur le rendement d'une 

30 reaction de couplage. 
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Le procede selon 1 1 invention est done 
susceptible de trouver de tres nombreuses applications 
dans le domaine de la recherche, tant f ondamentale 
qu 1 appliquee . 

5 Ainsi, par exemple, il peut etre utilise 

dans des 6tudes fondamentales visant a une meilleure 
comprehension des mecanismes de la catalyse homogene ou 
heterogdne et ce, qu'elle soit chimique ou biologique. 

II peut egalement etre utilise dans des 

10 etudes de recherche appliquee , en particulier dans les 
secteurs de la chimie, de 1 1 agroalimentaire, de la 
pharmacie et de la protection de 1 1 environnement, ayant 
pour objectif, soit de d6velopper des catalyseurs plus 
performants ou plus aptes a repondre specif iquement a 

15 des contraintes particulieres, soit d'optimiser les 
rendements de reactions de synthese ou les conditions 
experimentales, en vue par exemple d'abaisser les couts 
de mise en oeuvre de ces reactions. 

Notamment, il peut servir a cribler une 

20 banque d' enzymes mut6es afin d'ameliorer les 
performances catalytiques d'une enzyme "sauvage", ou a 
cribler des milieux biologiques de composition connue 
ou inconnue dans le but d' identifier l f existence d'une 
activity catalytique particuliere dans ces milieux. 

25 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

En matidre de criblage de conditions 
op6ratoires d'une reaction de couplage, ce sont 
essentiellement des procedes destines & cribler des 
30 catalyseurs qui ont <§te proposes jusqu'a present. 
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Ces proceeds comprennent tous une etape 
consistant a faire reagir deux composes particuliers, 
representatif s des families de composes pour lesquelles 
la reaction de couplage est susceptible d'etre 
5 utilisee, en presence des differents catalyseurs 
candidats, suivie d'une etape consistant a apprecier 
l'efficacit£ de ces catalyseurs sur ladite reaction. 

Ainsi, on connait, en premier lieu, des 
proc<§des qui visent a analyser, a 1' issue de la 

10 reaction de couplage, la composition des milieux 
reactionnels par chromatographie en phase liquide a 
haute pression (HPLC) , ce qui implique qu'il faut 
d'abord les purifier, par exemple par filtration sur 
des colonnes de gel de silice. 

15 II s'agit done de precedes lourds a mettre 

en ceuvre, qui ne permettent d'effectuer qu'un nombre 
limite de tests par jour et qui sont, par consequent, 
totalement inadaptes a un criblage a moyen ou haut 
debit. 

20 II existe, en second lieu, des proc£d£s qui 

visent a employer, a 1' issue de la reaction de 
couplage, un reactif chimique qui est capable de 
reagir, soit avec l f un des composes engages dans cette 
reaction de couplage, soit avec le produit ou un sous- 

25 produit issu de ladite reaction, en gen6rant un signal 
comme une coloration, une decoloration, 1' Emission 
d'une fluorescence ou d'une chimio-luminescence . 

A titre d'exemples, on peut citer : 

- le proc6d6 decrit par Lavastre et Morken 

30 dans Angew. Chem. . Int. Ed., 1999, 38 (21), 3163-3165, 
[1] , pour le criblage de catalyseurs utiles dans une 
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alkylation allylique et qui prevoit de ctetecter le 1- 
naphtol produit au cours de cette alkylation en le 
faisant reagir avec le sel de diazonium connu sous le 
nom de "Fast Red Violet LB", pour le faire virer a 
5 1' orange vif ; 

- celui decrit par Bohm et Herrmann dans 
Eur. J. Org. Chem. , 2000, 3679-3681, [2], pour le 
criblage de catalyseurs utiles dans la reaction de 
Sonogashira et qui consiste a reveler le produit de 

10 cette reaction en l'oxydant par du KMn0 4 , ce qui 
provoque une decoloration des milieux r6actionnels ; et 

— celui propose par Lober et al. dans J. 
Am. Chem. Soc, 2001, 123 , 4366-4367, [3], pour le 
criblage de catalyseurs utiles dans 1 'hydroamination de 

15 1,3-dienes par des arylamines comme 1' aniline, et qui 
consiste a reveler l 1 aniline r^siduelle en la faisant 
r6agir avec du furfural en presence d'un acide, ce qui 
a pour effet de colorer en rouge les milieux 
reactionnels . 

20 Ce second type de procedes presente, lui, 

1 1 inconvenient de n^cessiter des r6actifs specif iques 
de l'un des composes engages dans la reaction de 
couplage ou du produit form6 par cette reaction, ce qui 
limite son utilisation au criblage de reactions mettant 

25 en jeu des composes ou aboutissant a des produits pour 
lesquels de tels reactifs sont disponibles. 

II existe, encore, des proc6d6s dans 
lesquels l'un des composes engages dans la reaction de 
couplage est fixe sur un support solide, tandis que 

30 1' autre est marque par une sonde f luorescente . Les deux 
composes etant mis a reagir, l'efficacite de la 
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catalyse se traduit par la formation sur le support 
solide du . produit issu de la reaction. II convient 
alors de laver ce support pour eliminer la fraction des 
composes n'ayant pas reagi et de detecter le produit 
5 issu de la reaction par lecture de la fluorescence 
presente sur ledit support. 

Un exemple de ces procedes est illustr§ 
dans 1' article de Shaugnessy et al. («J. Am. Chem. Soc, 
1999, 121 , 2123-2132, [4]) pour le criblage de 

10 ' catalyseurs utiles dans la reaction de Heck. Dans cet 
exemple, le premier compose est un halogenure d'aryle 
qui est fixe sur une resine de polystyrene reticule 
(resine de Wang) , tandis que le second compose est un 
acrylate marque par de la coumarine. 

15 Ce dernier type de procedes presente deux 

inconvenient s majeurs. Tout d'abord, la catalyse est 
r£alis6e en milieu h6terogene. Or, on sait qu'un 
catalyseur qui manifeste une haute activite catalytique 
en milieu heterogene peut parfaitement se reveler 

20 inefficace en milieu homogene. Par ailleurs, 
1 'appreciation de la catalyse est essentiellement 
qualitative, dans la mesure ou il est difficile de 
calculer le rendement de la reaction de couplage 
puisque ce calcul n6cessiterait de connaitre le taux de 

25 greffage du premier compose sur le support solide. 

Un autre type encore de procedes est bas6 
sur le fait qu'en presence d'un catalyseur efficace, le 
d6gagement de chaleur d'une reaction s'effectue plus 
rapidement qu'en presence d'un catalyseur inefficace. 

30 Ainsi, il est possible d'apprecier l'efficacit6 de 
catalyseurs en mesurant la variation de temperature des 
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milieux reactionnels, soit par calorim^trie, soit par 
thermographie au moyen de cameras a infrarouges 
ultrasensibles fix6es au-dessus desdits milieux 
reactionnels . 

5 Un exemple de mise en oeuvre de ce type de 

procedes est illustr6 dans la publication de Blackmond 
et al. (Organic Process Research & Development, 1999, 
^3(4), 275-280, [5]) pour le criblage de catalyseurs 
utiles dans la reaction de Heck. 

10 Les procedes de criblage par analyse 

thermique ont le defaut de necessiter un materiel lourd 
et on6reux. Par ailleurs, ils ne permettent pas un 
calcul du rendement reactionnel. Enfin, ils ne sont pas 
applicables a des reactions qui se deroulent lentement 

15 et qui, de ce fait, degagent des quantites de chaleur 
qui ne sont pas d^tectables ou suffisamment 
signif icatives • 

Enfin, il a 6te propose par Hinderling et 
Chen dans Angew. Chem. Int. Ed., 1999, 38 (15), 2253- 

20 2256, [6], d'utiliser la spectrophotometrie de masse 
couplee k 1 1 electropulv£risation pour effectuer le 
criblage de catalyseurs de polymerisation d f olefines. 
La egalement, il s'agit d'un procede qui requiert un 
appareillage lourd et couteux. 

25 II existe done un reel besoin de disposer 

d'un procede qui permette de tester les effets de 
differentes conditions operatoires sur une reaction de 
couplage et, plus particulierement, l'utilite 
potentielle de catalyseurs dans cette reaction, et qui, 

30 d'une maniere generale, soit exempt de tous les 
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inconvenients presentes par les procedes de criblage 
proposes jusqu'a present. 

EXPOSE DE L' INVENTION 

5 La pr<§sente invention repond precisement a 

ce besoin en fournissant un procede de criblage de 
conditions operatoires d'une reaction de couplage d'au 
moins deux groupements f onctionnels, qui comprend les 
etapes suivantes : 
10 i) faire reagir ensemble au moins deux 

composes : 

« un premier compose de formule Ei-Xi-Gi dans 
laquelle Gi represente un premier desdits au moins deux 
groupements f onctionnels, Xi represente une liaison 

15 covalente ou un premier groupe espaceur, tandis que Ei 
represente le reste d'une premiere molecule Mi pour 
laquelle on dispose d'un premier anticorps ACi 
specif ique, et 

. • un deuxieme compose de formule E2-X2-G2 dans 

20 laquelle G2 represente un deuxidme desdits au moins 
deux groupements f onctionnels, X2 represente une 
liaison covalente ou un deuxieme groupe espaceur, 
identique ou different de Xi, tandis que E 2 represente, 
soit le reste d'une deuxieme molecule M 2 differente de 

25 Mi et pour laquelle on dispose d'un deuxieme anticorps 
AC 2 specifique, soit un groupe apte a former au moins 
une liaison covalente avec 1' anticorps ACi en presence 
d'un agent de couplage ; 

lesdits au moins deux composes etant mis a reagir en 
30 solution dans un solvant et dans des conditions 
operatoires predetermines dont I'une au moins est une 
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condition operatoire candidate, pour obtenir un milieu 
reactionnel et la formation dans ce milieu d'un compose 
Z comprenant 1 1 enchainement E1-X1-G1-G2-X2-E2 dans lequel 
Xi, X 2 , Ei et E 2 ont la meme signification que 
5 precedemment, tandis que G1-G2 represente le groupe 
d'atomes resultant du couplage desdits au moins deux 
groupements fonctionnels ; 

ii) determiner la concentration en compose 
Z du milieu reactionnel a un temps t de reaction 

10 predetermine , par au moins un dosage immunologique 
utilisant au moins l'anticorps ACi ; et 

iii) ^valuer les effets de la ou des 
conditions operatoires candidates sur ladite reaction 
de couplage a l'aide de la concentration en compose Z 

15 ainsi determinee. 

Ainsi, dans le procede selon 1' invention, 
la reaction de couplage , dont on veut cribler les 
conditions operatoires et qui met en jeu au minimum 
deux groupements fonctionnels, en l'espece G 1 et G2, est 

20 realisee en utilisant comme r6actifs, au moins deux 
composes qui comportent chacun, a une extremite, l'un 
de ces groupements fonctionnels et, a 1 1 autre 
extr6mit6, le reste d'une molecule, respectivement Mi 
et M2, pour laquelle on dispose d T un anticorps 

25 specifique, respectivement ACi et AC2/ ou, dans le cas 
du deuxieme compose, un groupe apte a former une ou 
plusieurs liaisons covalentes avec l'anticorps ACi 
specifique de la molecule Mi en presence d'un agent de 
couplage . 

30 La concentration du milieu reactionnel en 

compost Z produit par la reaction de couplage peut 
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ainsi etre aisement determinee, a un temps t de 
reaction choisi, par au moins un dosage immunologique, 
ce dosage utilisant, soit uniquement l'anticorps Ad, 
soit les deux anticorps ACi et AC 2 . 
5 Une fois la concentration en compose Z 

connue, il est alors possible de determiner par un 
calcul le rendement de la reaction de couplage et 
d'apprecier les effets des conditions operatoires dans 
lesquelles elle a ete realisee par la valeur de ce 
10 rendement. Ces effets peuvent, toutefois, etre 
egalement apprecies en comparant ladite concentration a 
une ou plusieurs concentrations prealablement obtenues 
dans des conditions operatoires differentes et servant 
de valeurs de reference. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, on 

entend : 

- par "condition op6ratoire candidate", une 
condition operatoire dont on teste les effets sur la 
reaction de couplage ; 

- par "reste" d'une molecule Mi, la partie 
de cette molecule qui subsiste dans le compose de 
formule Ei-Xx-Gi lorsque ladite molecule est liee de 
facon covalente, soit au groupement fonctionnel Gi, 
soit au groupe espaceur, selon que Xi represente une 

25 liaison covalente ou un groupe espaceur ; de maniere 
similaire, le "reste" d'une molecule respectivement M 2 , 
M 3 ou M< correspond a la partie de cette molecule qui 
subsiste dans le compose respectivement de formule E 2 - 
X 2 -G 2 , E3-X3-G3 ou E4-X4-G4 lorsque ladite molecule est 
liee de facon covalente, soit au groupement fonctionnel 
respectivement G 2 , G 3 ou G 4 , soit au groupe espaceur 



20 



30 
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selon que X 2 , X3 ou X 4 repr^sente une liaison covalente 
ou un groupe espaceur. 

Par ailleurs, on entend par "anticorps 
specif ique" d'une molecule, un anticorps apte a 
5 reconnaitre specif iquement cette molecule et a se lier 
avec elle par une reaction immunologique antigene- 
anticorps . 

Comme precedemment indiqu<§, dans les 
composes E1-X1-G1 et E 2 -X 2 -G 2 , Gi et G 2 correspondent aux 

10 deux groupements fonctionnels qui sont au minimum 
engages dans la reaction de couplage dont on veut 
cribler les conditions operatoires et sont done choisis 
en fonction de cette reaction. 

Des reactions de couplage impliquant deux 

15 groupements fonctionnels et pour lesquelles le procede 
selon l 1 invention est susceptible d'etre utilise sont 
notamment les reactions de couplage intermoleculaires 
suivantes : 

— les reactions d' est^rif ication telles que 
20 celles qui consistent a coupler un acide carboxylique 

(R-COOH) ou un derive d 1 acide carboxylique comme, par 
exemple, un halogenure d'acide (R-CO-Hal) , et un alcool 
(R'-OH) pour obtenir un groupe ester (R-C0 2 R') ; 

— les reactions d' amidif ication telles que 
25 celles qui consistent a coupler un acide carboxylique 

(R-COOH) ou un derive d'acide carboxylique et une amine 
primaire (R'-NH 2 ) ou secondaire (R'-NH-R") pour obtenir 
un amide (R-CONH-R / ou R-CONR'-R") ; 

— les reactions d' aldolisation telles que 
30 celles qui consistent & coupler deux aldehydes (R-CHO) 

ou deux cetones (R-CO-R') , ou a coupler un aldehyde et 
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une cetone pour obtenir un aldol ou un cetol, et leurs 
variantes comme la reaction de nitro-aldolisation dans 
laquelle un aldehyde est couple a un compose nitre (R'- 
CH 2 -N0 2 ) pour obtenir un nitro-alcpol (R-CH (OH) -CH (N0 2 ) - 
5 R') ; 

— la reaction de Heck qui consiste a 
coupler une ol^fine (R'-CH=CH 2 ) et un halog6nure 
organique (R'-Hal) pour obtenir un alcene (R-CH=CH-R') , 
et ses variantes ; 

10 - la reaction de Baylis-Hillman qui 

consiste a coupler un alc&ne (R-CH=CH 2 ) et un aldehyde 
(R'-CHO) pour obtenir un alcool allylique (R'-C(CH 2 )- 
CH(OH)-R'), et ses variantes ; 

— la reaction de Michael qui consiste en 
15 une addition entre un compose nucl6ophile et un compose 

insatur6 accepteur d'electrons (par exemple, R-CH=CH 2 ) , 
et ses variantes ; 

— les reactions de metathese comme celles 
qui consistent a coupler deux defines (par exemple , R- 

20 CH=CH 2 et R'-CH=CH 2 ) pour en obtenir une troisieme (R- 
CH=CH-R') ; 

— la reaction de Diels-Alder qui consiste 
en une cycloaddition entre un diene et un di^nophile ; 

— la reaction de Sonogashira qui consiste ci 
25 coupler un alcyne (R-CsCH) et un halogenure d'aryle 

(Ar-Hal) pour obtenir un arylalcyne (R-C^C-Ar) , et ses 
variantes ; 

— la reaction de Suzuki qui consiste ci 
coupler un acide arylboronique (Ar-B(OH) 2 ) et un 
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halogenure d'aryle (Ar'-Hal) pour obtenir un diaryle 
(Ar-Ar') , et ses variantes ; 

— la reaction de Kumada qui consiste a 
coupler un reactif de Grignard (R-Mg-Hal) et un 

5 halogenure d'alkyle, de vinyle ou d'aryle, et ses 
variantes ; 

— la reaction de Stille qui consiste a 
coupler un compose organostannique (par exemple, Ar- 
SnBu3) et un halogenure organique (par exemple , Ar'-Br) , 

10 ' et ses variantes ; 

— la reaction de Hiyama qui consiste a 
coupler un organosilane (par exemple, Ar-SiR.3) et un 
halogenure organique (par exemple, Ar'-Br) , et ses 
variantes ; et 

15 — la reaction de Liebeskind-Srogl qui 

consiste coupler un acide boronique (par exemple, Ar- 
B(OH) 2 ) et un thiolester (R-CO-S-R') pour obtenir une 
c6tone, et ses variantes. 

Des reactions de couplage impliquant trois 

20 groupements fonctionnels sont notamment la reaction de 
Mannich qui consiste a coupler un compose ayant un 
hydrogene actif avec un aldehyde non enolisable et une 
amine primaire ou secondaire pour obtenir un compose 
aminomethyl6, la reaction de Hantzsch qui consiste a 

25 coupler une amine avec un aldehyde et une a-bromo 
cetone pour obtenir un pyrrole, et la reaction de 
Bossio et al. qui consiste a coupler un a-cetoaldehyde 
avec un acide carboxylique et un iso-nitrile pour 
obtenir une oxazole, tandis qu'une reaction de couplage 

30 impliquant quatre groupements fonctionnels est, par 
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exemple, la reaction de Ugi qui consiste a coupler un 
acide carboxylique, une amine primaire, un compose 
carbonyle et un isocyanure pour obtenir un compose a- 
aminocarboxamide . 

Par ailleurs, dans les composes de formules 
E i" x i"Gi et E 2 -X 2 -G 2 , Ei represente le reste d'une 
molecule Mi pour laquelle on dispose d'un premier 
anticorps specif ique AC X , tandis que E 2 peut representer 
le reste d'une molecule M 2 pour laquelle on dispose 
d'un deuxieme anticorps specif ique AC 2 - 

Ces deux restes doivent presenter des 
proprietes antig^niques analogues a celles des 
molecules Mi et M 2 dont ils sont issus, de maniere a 
etre reconnus respectivement par 1' anticorps ACi et par 
l f anticorps AC 2 , et a former avec eux une liaison 
immunologique, mais ils ne doivent ni gener le 
deroulement de la reaction de couplage, notamment par 
un encombrement sterique, ni interferer dans cette 
reaction, 

Aussi, les molecules Mi et M 2 sont-elles, de 
preference, des haptenes, c'est-a-dire des petites 
molecules qui, apres greffage sur un vecteur tel qu'une 
prot6ine (serum albumine bovine, y-immunoglobuline, ...) 
ou un polysaccharide, sont aptes a induire chez 
l f animal la production d f anticorps specif iquement 
diriges contre elles . 

Ces haptenes peuvent notamment etre des 
hydrocarbures comme le naphthalene, 1 ' anthracene, le 
phenanthr^ne, le bicyclo [2 . 2 . 2] octane, le bicyclo- 
[2.2.2] heptane, le 2 , 2 -dimethyl -3 -methyl -4 , 4 -dimethyl - 
pentane, 1 1 adamantane, le perhydroph6nalene et le 
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perhydroanthracene, substitues par une fonction 
reactive, de preference acide carboxylique, amine ou 
thiol, propre a permettre, d'une part, de les greffer 
sur le vecteur et, d' autre part, de les lier aux 
5 groupements fonctionnels Gi et G2 ou aux groupes 
espaceurs dans le cas ou Xi et X2 representent de tels 
groupes. De tels hydrocarbures presentent, en effet, 
I'avantage d'etre relativement inertes sur le plan 
chimique . 

10 Toutefois, ces haptenes peuvent egalement 

etre des molecules autres que des hydrocarbures auquel 
cas si, dans les composes E1-X1-G1 et E 2 -X 2 -G2, les 
restes de ces molecules comportent un ou plusieurs 
groupes fonctionnels libres susceptibles de reagir aux 

15 conditions operatoires dans lesquelles est realisee la 
reaction de couplage, il convient que ce ou ces groupes 
fonctionnels soient proteges par un groupe protecteur 
convenablement choisi avant de proceder a la reaction 
de couplage, c'est-a-dire pr6alablement a l'etape i) du 

20 proc£de, puis deprot^ges entre les etapes i) et ii) . 

Deux molecules se sont rev616es constituer 
des haptenes particuli&rement interessants pour la mise 
en oeuvre du proc^de selon l 1 invention. II s'agit, d'une 
part, de 1 'histamine qui repond a la formule (I) ci- 

25 apr^s : 




H 
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et pour laquelle il a ete possible d'obtenir plusieurs 
anticorps monoclonaux presentant un Kd au moins egal a 
10" 8 M, et, d' autre part, de I'acide homovanillique qui 
repond a la formule (II) ci-apres : 

5 

MeO 




et pour lequel il a 6te possible d'obtenir plusieurs 
anticorps monoclonaux presentant un Kd au moins egal a 
10 10~ 6 M. 

Aussi, selon une premiere disposition 
prefer6e du proced6 selon l 1 invention, Ei dans le 
compost Ei-Xi-Gi ou E 2 dans le compose E 2 -X 2 -G 2 repond-t- 
il a la formule (III) ci-apres : 



15 




dans laquelle Ri repr 6sente un atome d'hydrogene ou un 
groupe protecteur d'une fonction amine comme, par 
exemple, un groupe tert-butyloxycarboxyle (BOC) ou un 
20 groupe benzyle. 

Selon une autre disposition preferee du 
procede selon 1' invention, Ei dans le compost Ei-Xi-Gi 
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ou E 2 dans le compose E2-X2-G2 repond a la formule (IV) 
ci-apres : 



MeO 




(IV) 



5 dans laquelle R2 repr6sente un atome d'hydrogene ou un 
groupe protecteur d'une fonction alcool comme, par 
exemple, un groupe silyle du type dimethyl tert- 
butylsilyle, le dihydropyrane ou encore un groupe 
benzyle, allyle ou acetal. 

10 Dans le compose E 2 -X 2 -G2f E 2 peut ne pas 

repr6senter le reste d'une molecule M2, mais un groupe 
apte a former au moins une liaison covalente avec 
I'anticorps ACi en presence d'un agent de couplage, 
auquel cas ce groupe est avantageusement choisi parmi 

15 les groupes amine, acide carboxylique, aldehyde, thiol, 
phenol, alkenyle, azoture et les groupes photo- 
activables comme, par exemple, les groupes benzophenone 
et arylazide. 

De preference, E2 est un groupe amine ou 

20 thiol. 

Comme prec^demment indique, dans les 
composes E1-X1-G1 et E2-X2-G2, Ei et E2 peuvent etre lies 
aux groupements fonctionnels Gi et G 2 , soit directement, 
soit par 1 1 intermediaire de groupes espaceurs . 
25 Ces groupes espaceurs, qui n'ont, pour 

seule fonction, que celle de former un pont entre, 
d'une part, Ei et le groupement fonctionnel G x et, 
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d' autre part, entre E 2 et le groupement fonctionnel G 2 , 
sont, soit des groupes denues de tout groupement 
fonctionnel comme des groupes hydrocarbon^s satures du 
type ethylene (-(CH 2 ) 2 -), propylene (-(CH 2 ) 3 -), butylene 
5 (-(CH 2 )4-) ou analogues, soit des groupes comportant un 
ou plusieurs groupements fonctionnels inaptes a reagir 
aux conditions operatoires dans lesquelles est realisee 
la reaction de couplage, soit encore des groupes 
comportant un ou plusieurs groupements fonctionnels que 
10 l'on protege, pr^alablement a la realisation de la 
reaction de couplage, par un groupement protecteur 
approprie . 

Conformement a 1' invention, ledit au moins 
un dosage immunologique du compose Z est, de 
15 pr£f6rence, un dosage en phase solide pour des raisons 
de simplicity de mise en oeuvre. 

Selon un premier mode de mise en oeuvre 
pref^re du procede selon 1' invention, E 2 correspondant, 
dans le compose E 2 -X 2 -G 2 , au reste d'une molecule M 2 , 
20 ledit au moins un dosage immunologique du compose Z est 
un dosage de type "sandwich" (ou a deux sites) et 
l'etape ii) comprend les etapes suivantes : 

ai) mettre le milieu reactionnel obtenu au 
temps t de reaction en contact avec une phase solide 
25 sur laquelle est immobilis6 l'anticorps ACi, pour 
obtenir la fixation du compost Z sur cette phase solide 
par liaison immunologique entre cet anticorps et le 
reste Ei de ce compose ; 

bi) mettre la phase solide en contact avec 
30 un conjugue comprenant l'anticorps AC 2 couple a un 
marqueur, pour obtenir la fixation de ce conjugue sur 
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cette phase solide par liaison immunologique entre cet 
anticorps et le reste E2 du compost Z fixe sur ladite 
phase solide ; 

Ci) mesurer la quantite de conjugue fixe 
5 sur la phase solide a l'aide du marqueur couple a 
1' anticorps AC 2 ; et 

di) determiner sur une gamme d'etalonnage 
la concentration en compose Z du milieu reactionnel 
audit temps t a partir de la quantity de conjugue ainsi 
10 mesur^e ; 

ladite etape ii) comprenant, de plus, une ou plusieurs 
operations de lavage de la phase solide entre les 
etapes ai) et b x ) , et entre les etapes bi) et ci) . 

Ce dosage utilise done les deux anticorps 
15 ACi et AC 2 , 1' anticorps ACi etant immobilise sur la 
phase solide et 1' anticorps AC 2 etant coupl6 a un 
marqueur . 

Selon un autre mode de mise en oeuvre 
prefere du procede selon l 1 invention, E 2 correspondant, 

20 dans le compose E 2 -X 2 -G 2 , a un groupe apte a former au 
moins une liaison covalente avec 1' anticorps ACi, ledit 
au moins un dosage immunologique du compost Z est un 
dosage de type "SPIE-IA" (Solid-Phase Epitope 
ImmunoAssay) tel que decrit dans US-A-5, 476, 770 [7], et 

25 1' etape ii) comprend les stapes suivantes : 

a 2 ) mettre le milieu reactionnel obtenu au 
temps t de reaction en contact avec une phase solide 
sur laquelle est immobilise l 1 anticorps ACi, pour 
obtenir la fixation du compose Z sur cette phase solide 

30 par liaison immunologique entre cet anticorps et le 
reste Ei de ce compose ; 
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b 2 ) faire r6agir un agent de couplage avec 
l 1 anticorps ACi immobilise sur la phase solide et le 
groupe E 2 du compose Z fix6 sur cette phase solide, 
pour obtenir la formation d'une ou plusieurs liaisons 
5 covalentes entre cet anticorps et ce groupe ; 

c 2 ) denaturer la liaison immunologique 
existant entre l f anticorps ACi immobilise sur la phase 
solide et le reste Ei du compose Z fix6 sur cette phase 
solide, pour liberer ce reste de cette phase solide ; 

10 d 2 ) mettre la phase solide en contact avec 

un conjugue comprenant l 1 anticorps ACi couple a un 
marqueur, pour obtenir la fixation de ce conjugue par 
liaison immunologique entre ledit anticorps et le reste 
Ei du compose Z ainsi libere ; 

15 e 2 ) mesurer la quantite de conjugue fix6 

sur la phase solide a l'aide du marqueur couple a 
l 1 anticorps ACi ; et 

f 2 ) determiner sur une gamme d'etalonnage 
la concentration en compose Z du milieu reactionnel 

20 audit temps t £ partir de la quantite de conjugu6 ainsi 
mesuree ; 

ladite 6tape ii) comprenant, de plus, une ou plusieurs 
operations de lavage de la phase solide entre les 
etapes a 2 ) et b 2 ) , b 2 ) et c 2 ) , c 2 ) et d 2 ) , et entre les 

25 etapes d 2 ) et e 2 ) . 

Ce dosage n 1 utilise, lui, que l f anticorps 
ACi mais sous deux formes differentes : une premiere 
forme dans laquelle il est immobilise sur la phase 
solide et une deuxieme forme dans laquelle il est 

30 coupl6 a un marqueur. 
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L' agent de couplage que l'on utilise a 
l'etape b 2 ) peut etre un reactif chimique, auquel cas 
il convient qu'il soit bif onctionnel, c f est-a-dire 
qu'il comprenne un premier groupe f onctionnel apte a 
5 reagir avec le groupe E 2 du compose E 2 -X 2 -G 2 , et un 
deuxieme groupe f onctionnel , identique ou different du 
premier, apte 4 r6agir avec l'anticorps ACi. 

Selon que ces groupes fonctionnels sont 
identiques ou differents, il peut s'agir d'un reactif 
10 homo-bif onctionnel comme le glutaraldehyde, le 
difluoro-dinitrobenzene, le bis- (maleimido) hexane ou le 
disuccinimidyl suberate, ou d'un reactif hetero- 
bifonctionnel comme le N-succinimidyl-3-3- (2-pyridyl- 
dithio) propionate ou le succinimidyl-4- (N~maleimido- 
15 methyl) -cyclohexane-l-carboxylate . 

De preference f on utilise le glutaraldehyde 
ou le disuccinimidyl suberate. 

En variante, 1 1 agent de couplage peut etre 
une irradiation , par exemple ultra-violette, dans le 
20 cas ou E 2 represente un groupe photo-activable . 

A l'etape c 2 ) , la denaturation de la liaison 
immunologique existant entre l'anticorps AC X et le 
reste Ei du compose Z peut etre effectuee de fagon 
classique au moyen d'un reactif approprie, ou encore 
25 sous 1' action d'ultrasons ou de la chaleur. 

Ce reactif peut etre choisi parmi les 
acides comme HC1, les bases comme NaOH, les solvants 
organiques comme, par exemple, les alcools du type 
methanol, les agents tensioactifs et les sels min6raux. 
30 Quelle que soit la technique choisie pour 

doser le compose Z : 
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— l'anticorps ACi et, le cas echeant, 
l'anticorps AC2 peuvent etre des anticorps polyclonaux 
ou monoclonaux, meme si, d'une maniere generale, on 
preftre utiliser des anticorps monoclonaux en raison de 

5 leur plus grande specificite ; 

— 1 1 immobilisation de l'anticorps ACi sur la 
phase solide peut etre une immobilisation passive ou 
active ; ainsi, cette immobilisation peut etre obtenue 
par simple adsorption dudit anticorps ci la surface de 

10 la phase solide, par liaison covalente, par 
1 ' intermediaire de molecules de liaison comme le 
systeme avidine-biotine, ou encore par 1 ' intermediaire 
d'une etiquette polyhistidine associte au complexe 
nickel ou cuivre/NTA (acide nitrilo triacetique) ; 

15 lorsque l'anticorps ACi est un anticorps monoclonal, 
son immobilisation sur la phase solide peut etre 
egalement obtenue par 1 ' intermediaire d'un anticorps 
polyclonal prealablement adsorbe a la surface de cette 
phase solide / 

20 — la phase solide peut §tre l'une 

quelconque des phases solides classiquement employees 
pour les dosages immunologiques comme la paroi d'un 
tube ou d'un puits d'un plaque de microtitration, une 
membrane constitute d'un mat6riau plastique comme le 

25 polystyrene ou la nitrocellulose, des billes de verre, 
des billes magn6tiques et, de maniere generale, toute 
surface sur laquelle il est possible de fixer, de 
maniere passive ou active, un anticorps ; et 

— le marqueur peut etre un isotope comme 
30 l'iode 125, le chrome 51 ou le tritium, une enzyme 

comme la peroxydase de raifort, la phosphatase 
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alcaline, 1 1 acetylcholine esterase ou la glucose 
oxydase, un marqueur luminescent comme le pyrogallol, 
le luminol ou 1 1 isoluminol, un marqueur fluorescent 
comme la f luorosc6ine, 1 1 isothiocyanate de 

5 fluoresc6ine, la • rhodamine ou la cyanine, ou encore une 
substance capable de reagir avec 1 ' avidine ou la 
streptavidine comme la biotine et ses analogues 
structuraux ; dans ce dernier cas, l f avidine ou la 
streptavidine est elle-m£me marquee, par exemple par 

10 une enzyme ou un f luorochrome . 

De preference, l'anticorps ACi et, le cas 
echeant, l'anticorps AC 2 sont des anticorps 
monoclonaux ; la phase solide est la parol d'un puits 
d'une plaque de microtitration ; 1 1 immobilisation de 

15 l'anticorps ACi est realisee par adsorption passive de 
cet anticorps & la surface de cette phase et le 
marqueur est une enzyme, notamment 1 1 acetylcholine 
esterase, en raison de son "turn-over" (16 000 
molecules de substrat hydrolysees par seconde et par 

20 site) qui confdre aux conjugues qui la renferment une 
forte activite specif ique. 

Conformement a 1' invention, le procede 
comprend, avantageusement, une operation de dilution du 
milieu r<§actionnel entre les etapes i) et ii) • 

25 Par ailleurs, les effets de la ou des 

conditions operatoires candidates sur la reaction de 
couplage sont, de pr6f6rence, evalues a l'etape iii) en 
determinant le rendement de cette reaction a partir de 
la concentration en compose Z du milieu reactionnel 
•30 telle que d6terminee a l'etape ii) . 
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15 



20 



25 



Ce rendement peut, par exemple, etre 
calcule en appliquant la formule suivante : 



dans laquelle : 

• [Z] est la concentration en compose Z du milieu 
reactionnel telle que determinee a l'etape ii) et f est 
le facteur de dilution de ce milieu dans le cas ou ce 
dernier a ete soumis a une dilution entre l'etape i) et 
l'etape ii) , tandis que 

• [Ei-Xi-Gi] est la concentration initiale en 
compose Ei-Xi-Gi du milieu reactionnel. 

Comme precedemment indique, la reaction de 
couplage, dont on souhaite cribler les conditions 
operatoires, peut consister a coupler deux ou plus de 
deux groupements f onctionnels, le nombre de groupements 
fonctionnels mis en jeu dans cette reaction etant, de 
preference, egal a 2, 3 ou 4 . 

Lorsque la reaction de couplage consiste a 
coupler deux groupements fonctionnels Gi et G 2 , alors : 

— a l'etape i) , on fait reagir ensemble les 
composes de formules Ei-Xi-Gi et E2-X 2 -G 2 pour obtenir la 
formation dans le milieu reactionnel d'un compose Z qui 
repond a la formule E1-X1-G1--G2-X2-E2 dans laquelle X lf 
X 2 , Ei et E2 ont la meme signification que precedemment 
et G1-G2 represente le groupe d'atoroes resultant du 
couplage entre lesdits groupements fonctionnels Gi et 
G2 ; tandis que 

- a l'etape ii) , la concentration en 
compose Z du milieu reactionnel est determinee par un 
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seul dosage immunologique, lequel est, de preference, 
un dosage en phase solide de type "sandwich" ou de type 
"SPIE-IA" tel que precedemment decrit. 

Lorsque la reaction de couplage consiste a 
5 coupler trois groupements fonctionnels Gi, G 2 et G3, 
alors : 

— £ l'etape i), on fait reagir les composes 
de formules E1-X1-G1 et E2-X2-G2 avec un troisieme 
compose de formule E3-X3-G3 dans laquelle X3 represente 

10 une liaison covalente ou un troisieme groupe espaceur, 
identique ou different de Xi et/ou de X 2 , tandis que E 3 
represente, soit le reste d'une troisieme molecule M 3 
differente de Mi et de M 2 et pour laquelle on dispose 
d'un troisieme anticorps AC 3 specif ique, soit un groupe 

15 apte a former une liaison covalente avec 1' anticorps 
ACi en presence d'un agent de couplage a condition 
toutefois que E 2 ne represente pas deja un tel groupe, 
pour obtenir la formation dans le milieu reactionnel 
d'un compos6 Z repondant & l'une des formules ci- 

20 apres : 




25 
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Ei x i G x G 2 X 2 E 2 




G 3 x 3 E 3 

dans lesquelles X lf X 2 , X 3 , E x , E 2 et E 3 ont la meme 
signification que pr6cedemment et 

5 



G ± G 2 G x G 2 G x G 2 




represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits groupements fonctionnels Gi, G 2 et G 3 ; tandis 
10 que 

— & I'etape ii) , la concentration en 
compost Z du milieu reactionnel est d6termin6e par deux 
dosages immunologiques diff6rents. 

Ces dosages, qui peuvent etre conduits en 
15 parallele, c f est-a-dire sur deux echantillons 
diff brents du milieu reactionnel, ou l'un a la suite de 
l 1 autre sur le meme echantillon du milieu reactionnel, 
sont pr6f erentiellement tous deux effectues en phase 
solide. 

20 Ainsi, il peut s 1 agir de deux dosages de 

type "sandwich" que 1 1 on realise en utilisant : 

— pour le premier dosage, l'anticorps ACi 
immobilise sur la phase solide et l'anticorps AC 2 
couple a un premier marqueur, et 

25 — pour le deuxieme dosage, l'anticorps ACi 

immobilise sur la phase solide et l'anticorps AC 3 
coupl6 a un deuxidme marqueur, 
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les premier et deuxieme marqueurs pouvant etre 
identiques dans le cas ou les deux dosages sont 
conduits en parallele, mais devant etre differents dans 
le cas ou ils sont conduits l'un a la suite de 1* autre, 
5 En variante, le premier dosage peut etre un 

dosage de type "SPIE-IA" que l'on realise en utilisant 
l'anticorps ACi comme pr^cedemment d6crit, auquel cas 
le deuxieme dosage est un dosage de type "sandwich" que 
l'on realise en utilisant l'anticorps AC 2 ou 

10 l'anticorps AC 3 couple un marqueur selon que, dans 
les composes E2-X2-G2 et E3-X3-G3, c'est E 2 ou E 3 qui 
represente le groupe apte a former une ou plusieurs 
liaisons covalentes avec l'anticorps ACi au cours du 
dosage "SPIE-IA". 

15 Dans tous les cas, la formation du compose 

Z dans le milieu reactionnel est garantie par la 
concordance des concentrations en ce compose telles que 
determinees par les deux dosages. 

Lorsque la reaction de couplage consiste a 

20 coupler quatre groupements fonctionnels Gi, G2, G3 et 
G 4/ alors : 

— a l'6tape i) , on fait reagir les composes 
de formule E3.-X1-G1 et E2-X2-G2 avec un troisieme compose 
de formule E3-X3-G3 telle que precedemment definie et un 

25 quatri^me composfe de formule E4-X4-G4 dans laquelle X4 
represente une liaison covalente ou un quatrieme groupe 
espaceur, identique ou different de Xi, X 2 et/ou X 3f 
tandis que E 4 repr6sente soit le reste d'une troisieme 
molecule M 4 differente de Mi, de M2 et de M3 et pour 

30 laquelle on dispose d'un quatrieme anticorps AC4 
sp6cifique, soit un groupe apte & former une liaison 
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covalente avec l'anticorps ACi en presence d'un agent 
de couplage a la condition toutefois que E 2 et E3 ne 
representent pas deja un tel groupe, pour obtenir la 
formation dans le milieu reactionnel d'un compose Z 
repondant a l'une des formules ci-apres : 



E 2 E 3 



10 



G 4 X 4 E 4 



G 2 X 2 E 2 



G 4 X 4 E 4 



E l x l G x G 3 X 3 E 3 



G 2 X 2 E 2 



dans lesquelles X lf Xz, X3, X 4f Ei, E 2/ E 3 et E 4 ont la 
meme signification que precedemment et 

15 
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G 4 




represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits groupements fonctionnels Gi, G2, G3 et G4 ; 
5 tandis que 

- k l'etape ii) , la concentration en 
compose Z du milieu reactionnel est determinee par 
trois dosages immunologiques differents. 

La egalement, ces dosages peuvent etre 

10 conduits en parallele ou les uns a la suite des autres 
et sont pref erentiellement tous trois ef f ectues en 
phase solide. II peut s'agir de trois dosages de type 
"sandwich" ou d'un dosage de type "SPIE-IA" suivi de 
deux dosages de type "sandwich" , la formation du 

15 compose Z dans le milieu reactionnel etant f la encore, 
garantie par la concordance des resultats obtenus. 

Conformement a l 1 invention, les conditions 
operatoires candidates sont, de preference, choisies 
dans le groupe constitue par les solvants, les 

20 catalyseurs, les niveaux de temperature, les niveaux de 
pression, 1 1 utilisation d'ultrasons, les concentrations 
(des substances mises a reagir et/ou du catalyseur) , 
les rapports stoechiometriques (entre ces substances) , 
les durees de reaction et leurs combinaisons . 

25 Ainsi, le procede selon l f invention peut 

aussi bien etre utilise pour cribler des conditions 
operatoires d'un seul type comme, par exemple, des 
catalyseurs ou des niveaux de temperature ou des 
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niveaux de pression, que pour cribler des combinaisons 
de conditions operatoires de types differents comme des 
combinaisons solvant/catalyseur, solvant/catalyseur/ 
duree de la reaction, temperature /press ion, catalyseur/ 
5 temperature/pression, ou analogues. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, on 
entend par "catalyseur", tout agent qui, par sa seule 
presence au sein du milieu reactionnel, est apte a 
accelerer la cinetique d T une reaction. 

10 Ce catalyseur peut etre aussi bien un 

catalyseur chimique comme, par exemple, un compose 
organique, une base inorganique, un metal, un sel 
metallique, un oxyde ou hydrure metallique, un compose 
organometallique, un complexe metal-ligand, un 

15 halogenure, ou encore une combinaison de ceux-ci, 

qu'un catalyseur biologique, ce dernier pouvant se 
presenter sous des formes tres di verses , et notamment 
sous la forme d'un organe, d'un tissu, d'une cellule, 
d'une fraction cellulaire, d'un organite cellulaire, 

20 d'un extrait enzymatique, d'un complexe moleculaire ou 
encore d'une simple molecule, par exemple une enzyme 
isolee et purifiee. 

Le procede selon 1' invention presente de 
nombreux avantages. En effet : 

25 - il permet, d£s lors que 1 ' on dispose d'au 

moins une molecule apte a etre greffee sur un 
groupement fonctionnel, soit directement, soit par 
1 ' intermediaire d'un groupe espaceur, et d'au moins un 
anticorps capable de reconnaitre specif iquement cette 

30 molecule et de se lier avec elle, de doser le compose 
resultant du couplage de deux groupements fonctionnels 
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et ce, quels que soient ces derniers ; de ce fait, il 
suffit de disposer de quelques molecules greffables et 
de quelques anticorps specifiques de ces molecules pour 
etre en mesure de cribler les conditions operatoires de 
5 tres nombreuses reactions de couplage par le procede 
selon 1 1 invention ; 

— il permet de tester simultanement 
differents types de conditions operatoires, soit en 
parallele, soit en combinaison, et ce, qu'il s'agisse 

10 de conditions qualitatives ou quantitatives ; 

— il est compatible avec tous les syst^mes 
catalytiques, qu'ils soient chimiques ou biologiques ; 

— il ne necessite aucune operation de 
purification des milieux reactionnels obtenus a 1' issue 

15 de la reaction de couplage / 

— il permet d'apprecier les effets des 
conditions operatoires de maniere quantitative, en 
donnant acces au rendement de la reaction de couplage ; 

— il est tres sensible, puisqu'il s'est 
20 r6v616 permettre la detection d'une concentration en 

compose Z jusqu'a 10~ 9 M, ce qui permet de le mettre en 
ceuvre en utilisant des microvolumes de reactifs et de 
solvants ; 

— il est reproductible ; 

25 - il est simple a mettre en oeuvre et ne 

requiert aucun 6quipement couteux et/ou dif f icilement 
disponible ; 

— il permet de realiser des criblages a une 
cadence elevee ; ainsi, sa mise en oeuvre sur un 

30 automate relativement simple, c' est-a-dire un automate 
assurant les lavages de la phase solide, une 
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distribution du substrat du marqueur enzymatique et la 
lecture de la reaction enzyme/substrat, mais n'assurant 
pas une distribution des autres reactifs, a permis 3. un 
seul experimentateur de realiser un millier de tests 
5 par jour. Cette cadence est done susceptible d'etre 
multipliee par un facteur 10 (soit 10 000 tests/jour) 
par 1' utilisation d'appareils permettant une 
automatisation complete du procede selon 1' invention. 

Le procede selon l 1 invention est done 
10 particulierement bien adapte a la realisation de 
criblages a "haut debit". 

L ' invention a aussi pour objet une trousse 
ou "kit" pour la raise en ceuvre d'un proc6de de criblage 
de conditions operatoires d'une reaction de couplage 
15 d'au moins deux groupements f onctionnels, qui comprend 
des quantites appropriees : 

— d'au moins deux composes destines cl 
reagir ensemble : 

• un premier compose de formule Ei-Xi-Gi dans 
20 laquelle Gi represente un premier desdits au moins deux 

groupements f onctionnels , Xi represente une liaison 
covalente ou un premier groupe espaceur et E x 
represente le reste d'une premiere molfecule Mi ; et 

• un deuxidme compose de formule E 2 -X 2 -G2 dans 
25 laquelle G2 represente un deuxieme desdits au moins 

deux groupements f onctionnels, X 2 represente une 
liaison covalente ou un deuxieme groupe espaceur, 
identique ou different de Xi, et E 2 represente le reste 
d'une deuxi&me molecule M 2 diff^rente de Mi ; 
30 — d'au moins deux anticorps : 
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• un premier anticorps ACi specifique de la 
premiere molecule Mi, cet anticorps etant 
eventuellement fixe sur une pluralite de phases 
solides ; et 

5 • un deuxieme anticorps AC 2 specifique de la 

deuxieme molecule M 2 , cet anticorps etant couple & un 
marqueur ; 

— d'un compose Z comprenant 1 ' enchainement 
Ei-Xi-Gi-G 2 -X 2 -E 2 dans lequel X lf X 2 , Ei et E 2 ont la meme 

10 signification que precedemment, tandis que G1-G2 
represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits au moins deux groupements fonctionnels ; et 
eventuellement : 

— d'un reactif de revelation du marqueur , 
15 par exemple un substrat si le marqueur est une enzyme ; 

et 

— de tampons convenablement choisis 
(tampons de dilution, tampons de ringage, ...) . 

L f invention a encore pour objet une trousse 
20 ou "kit" pour la mise en oeuvre d'un procede de criblage 
de conditions operatoires d T une reaction de couplage 
d'au moins deux groupements f onctionnels, qui comprend 
des quantites appropri^es : 

— d'au moins deux composes destines & 
25 r6agir ensemble : 

• un premier compose de formule E1-X1-G1 dans 
laquelle Gi represente un premier desdits au moins deux 
groupements f onctionnels , Xi represente une liaison 
covalente ou un premier groupe espaceur et Ei 

30 represente le reste d'une premiere molecule Mi ; et 
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• un deuxidme compose de formule E2-X2-G2 dans 
laquelle G2 represente un deuxieme desdits au moins 
deux groupements f onctionnels, X2 represente une 
liaison covalente ou un deuxieme groupe espaceur, 
5 identique ou different de Xi, et E 2 represente un groupe 
apte a former une ou plusieurs liaisons covalentes avec 
un anticorps specifique de la molecule Mi en presence 
d'un agent de couplage ; 

— d'au moins un anticorps, cet anticorps 
10 etant ledit anticorps specifique de la molecule Mi ; 

— d'un conjugue comprenant ledit anticorps 
specifique de la molecule M x couple a un marqueur ; 

— d'un compose Z comprenant 1 1 enchainement 
E1-X1-G1-G2-X2-E2 dans lequel Xi, X 2 , Ei et E 2 ont la meme 

15 signification que precedemment, tandis que G1-G2 
represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits au moins deux groupements fonctionnels ; et 
eventuellement : 

— d'un reactif de revelation du marqueur, 
20 — d'un agent de couplage, 

— d'un reactif apte a denaturer une liaison 
immunologique, et 

— de tampons convenablement choisis. 

L 1 invention a, en outre, pour objet 
25 1' utilisation d'un precede de criblage ou d'une trousse 
tel que precedemment defini pour le criblage, en 
particulier a "haut debit", de catalyseurs utiles dans 
une reaction de couplage entre deux groupements 
fonctionnels . 

30 Outre les dispositions qui precedent, 

1' invention comprend encore d'autres dispositions qui 
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ressortiront du complement de description qui suit, qui 
se rapporte a des exemples de modes de mise en oeuvre du 
procede selon l 1 invention ayant permis de valider a la 
fois sa faisabilit6 et son interet pour le criblage a 
5 "haut debit" de conditions operatoires. 

Ce complement de description est donn6 a 
titre illustratif, et en aucun cas limitatif, et se 
ref^re aux dessins annexes. 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

10 La figure 1 represente, sous une forme 

schematique, les differentes 6tapes d f un premier mode 
de mise en oeuvre du procede de criblage selon 
1 f invention . 

La figure 2 montre les resultats, en termes 
15 de rendements reactionnels, exprimes en %, d'un 
criblage de conditions operatoires realist conformement 
au premier mode de mise en oeuvre du procede selon 
1' invention illustr£ sur la figure 1- 

La figure 3 represente, sous une forme 
20 schematique, les differentes etapes d'un second mode de 
mise en oeuvre du procede selon 1' invention. 

La figure 4 montre les resultats, en termes 
de rendements reactionnels, exprimes en %, d'un 
criblage de conditions operatoires realist conformement 
25 au second mode de mise en oeuvre du procede selon 
1' invention illustr6 sur la figure 3. 
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EXEMPLES DE MODES DE MISE EN (EOVRE DU PROCEDE SELON 
L 1 INVENTION 

EXEMPLE 1 : 

Le present exemple illustre un premier mode 
5 de mise en ceuvre du proced6 selon 1 1 invention dans 
lequel : 

— la reaction de couplage est la reaction 
de nitro-aldolisation qui s'ecrit : 



R CH 2 NO z + 0^=C R 1 

H 




10 

— le criblage porte sur trois types de 
conditions op6ratoires prises en combinaison, a savoir 
le type de solvant, le type de catalyseur et le temps 
de reaction ; et 
15 — la concentration en compose Z des milieux 

reactionnels est determinee par un dosage ELISA en 
phase solide de type "sandwich". 

Le compose Ei-Xi-Gi repond & la formule (V) 

ci-apres : 

20 




et resulte du couplage de 1 1 acide 6-nitrocaprolque avec 
25 1' histamine. 
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Le compose E 2 -X 2 -G 2 repond, lui, a la 
formule (VI) ci-apres : 



OH 

OMe 




(VI) 



et r6sulte du couplage du N- (2-amino-ethyl) -3- (4- 
formylphenyl) propionamide avec l'acide homovanillique . 

La reaction de couplage des composes Ei-Xi- 
Gi et E 2 -X 2 -G 2 est realisee en utilisant : 
10 - deux solvants candidats : le tetrahydro- 

furanne (THF) et le chlorure de methylene (CH 2 C1 2 ) ; 

- douze catalyseurs candidats : le fluorure 
de tetrabutyl ammonium (TBAF) , le fluorure de potassium 
(KF) , la triethylamine (TEA) , la pyridine (PYR) , la di- 
15 isopropylamine (DIA) , le diazabicyclo octane (DABCO) , 
la diisopropylethylamine (DIEA) , le diazabicyclo undec- 
ene (DBU) , la dimethylaminopyridine (DMAP) , le 
methoxyde de sodium (NaOMe) , la soude (NaOH) et le 
carbonate de potassium (K2CO3) , et 
20 - quatre temps de reaction candidats : 

30 minutes , 1 heure, 4 heures et 12 heures . 

Le dosage immuno-enzymatique du compose Z 
(de formule Ei-Xi-Gi-G 2 ~X 2 -E 2 ) produit par la reaction de 
couplage est realist en utilisant : 
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— un anticorps monoclonal dirige contre 
l'histamine (anticorps His-31 ; Kd : 10~ 9 M) , qui a et6 
immobilise sur les parois des puits de plaques de 
microtitration en polystyrene (de capacite egale a 

5 300 ^ll/puits) par "coating" , c'est-a-dire par 
adsorption passive de cet anticorps a la surface de 
polystyrene ; 

— un conjugue comprenant un anticorps 
monoclonal dirige contre l'acide homovanillique 

10 (anticorps H6-92 ; Kd : 10~ 7 M) , couple a 1' acetyl- 
choline esterase (AChE) , ce conjugue etant prepare et 
stocke comme decrit par Taran et al. dans Clin. Chem. , 
1991, 43 (2) , 363-368 [8] ; et 

— le reactif de revelation, qui comprend un 
15 melange d'iodure d 1 acetyl thiocholine 7,5.10~ 4 M et 

d' acide 5, 5 ' -dithiobis- (2-nitro)benzoIque (reactif 
d'Ellman) 2,5.10~ 4 M dans du tampon phosphate 0,1 M (pH 
7,4), pour mesurer la quant ite de conjugue anticorps 
H6-92/AChE fixe sur la phase solide. 

20 L ? adsorption de 1' anticorps His-31 a la 

surface des parois des puits des plaques de 
microtitration a ete obtenue en deposant 100 pJL d'une 
solution de cet anticorps a 5 jll/ml dans du tampon 
phosphate 0,05 M, (pH 7,4) dans chacun de ces puits et 

25 en laissant les plaques pendant 18 heures a temperature 
ambiante. A la suite de quoi, les puits ont 6te lav§s 
et satur6s par 300 jll de tampon EIA, et les plaques ont 
ete recouvertes de scotch et stockees a 4°C jusqu 1 ^ 
leur utilisation- 
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Le procede, dont les differentes etapes 
sont sch6matisees sur la figure 1, est mis en ceuvre 
selon le mode operatoire suivant. 

5 1) Mode operatoire : 

* Reaction de couplage (6tape A de la figure 

1) : 

Apres avoir protege la fonction amine 
secondaire portee par le cycle azote du reste de 

10 1' histamine present dans le compose Ei-Xi-Gi (reste E x ) 
par un groupe BOC (GPi sur la figure 1) , et la fonction 
hydroxyle portee par le cycle du reste de l'acide 
homovanillique present dans le compose E2-X2-G2 (reste 
E 2 ) , par un groupe dimethyl tert-butylsilyle (GP2 sur la 

15 figure 2) , on depose successivement, dans chacun des 
puits de plaques de microtitration en polypropylene 
(capacite : 300 puits) : 

- 50 111 d T une solution organique 5 mM du 
compose E1-X-G1, 

20 - 50 111 d'une solution organique 5 mM du 

compose G 2 -Y-E 2 , et 

- 25 Jll d'une solution organique 1 mM d'un 
catalyseur candidat , 

un seul et meme solvant (THF ou CH 2 C1 2 ) 6tant utilise 
25 dans chaque puits, 

Les plaques de microtitration sont placees 
dans un agitateur incubateur, & une temperature de 
40 °C, et y sont maintenues le temps de reaction desir6. 



30 



WO 2004/092729 



PCT/FR2004/050158 



39 



* Arret de la reaction de couplage et 
deprotection (etape B de la figure 1) 

La reaction de couplage est stoppee et les 
groupements protecteurs sont enleves par addition de 
5 125 ill d'acide trif luoroacetique (TFA) pur dans les 
puits. Les plaques sont agitees pendant 15 minutes a 
temperature ambiante. 

* Dilution des milieux reactionnels (6tape C 
10 de la figure 1) : 

Chaque milieu r6actionnel est dilue en 
prelevant 10 Jll de ce milieu et en l'ajoutant a 1 ml de 
tampon EIA (tampon phosphate 0,1 M ; NaCl 0,15 M; BSA 
0,1% ; azoture de sodium 0,01% ; pH 7,4) contenu dans 
15 un puits de plaques deep-weel (capacite : 2 ml/puits) . 

Cette operation est repetee deux fois en 
sorte que chaque milieu r^actionnel est dilue 10 6 fois, 

* Dosage du compose Z : 

20 50 \ll de chaque milieu reactionnel dilu6 

sont deposes dans un puits d'une plaque de 
microtitration dont la parol des puits est revetue de 
l'anticorps His -31 (etape D de la figure 1) • 

La plaque est agitee pendant 1 heure A 

25 temperature ambiante, puis lav6e 5 fois par un tampon 
de lavage consistant en un tampon phosphate 0,01 M, pH 
7,4, contenant 0,05% de Tween® 20 (etape E de la figure 
1) . 

Puis, on depose, dans chaque puits, 50 \il 
30 d'une solution du conjugu6 H6-92/AChE a 5 unites 
Ellman/ml (UE) , une unit6 Ellman etant definie comme la 
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quantite d' enzyme apte k produire une augmentation 
d'absorbance d'une unite pendant une minute dans un ml 
de reactif Ellman, pour un chemin optique d'un cm a 
25°C (etape F de la figure 1) . 

La plaque est agitee pendant 3 heures a 
temperature ambiante, puis lavee 5 fois par le tampon 
de lavage (etape G de la figure 1) . 

200 |Xl de rfeactif de revelation (RV) sont 
alors introduits dans chaque puits . La plaque est 
agitee pendant 1 beure & temperature ambiante au terme 
de laquelle on mesure la densite optique (DO) a 414 nm 
du milieu contenu dans chaque puits au moyen d'un 
lecteur automatique . 

A partir des valeurs de DO ainsi obtenues, 
on determine, pour chaque milieu reactionnel, sa 
concentration en compose Z, par reference a une gamme 
6talon (qui permet de relier une valeur d'absorbance a 
une concentration en compose Z) , puis le rendement de 
la reaction de nitro-aldolisation au moyen de la 
formule de calcul du rendement prec6demment mentionn6e. 

2) Resultats : 

Les resultats sont present^s sur la figure 
2, sous la forme d'une matrice dans laquelle les 
25 rendements reactionnels (exprimes en %) sont symbolises 
par des ronds blancs, gris clair f gris moyen ou gris 
fonc6, selon qu'ils sont compris entre 0 et 10%, entre 
10 et 30%, entre 30 et 50% ou entre 50 et 70%. 

Ces ronds sont repartis sur 8 lignes 
30 correspondant chacune & un temps de reaction candidate 
et sur 12 colonnes correspondant chacune & un 



10 



15 



WO 2004/092729 



PCT/FR2004/050158 



41 



catalyseur candidate les 4 lignes superieures 
regroupant les rendements des reactions realis6es dans 
le THF, et les 4 lignes inferieures regroupant les 
rendements des reactions realisees dans le CH2CI2. 
5 La figure 2 montre, par exemple, que 

lorsque la reaction de nitro-aldolisation est effectuee 
pendant 4 heures dans du THF, seuls le diazabicyclo 
octane (DABCO) et la dimethylaminopyridine (DMAP) 
permettent d'obtenir un rendement react ionnel superieur 
10 & 50%, alors que, lorsqu'elle est realisee pendant le 
meme temps dans du CH 2 C1 2 , un tel. rendement n'est obtenu 
qu'en presence de fluorure de tetra-butylammonium 
(TBAF) . 

15 EXEMPLE 2 : 

Cet exemple illustre un deuxi^me mode de 
mise en ceuvre du procede selon 1 ' invention dans 
lequel : 

- la reaction de couplage est la reaction 
20 de Sonogashira qui s'ecrit : 




- le criblage porte sur deux types de 
25 conditions operatoires prises en combinaison, k savoir 

le type de solvant et le type de catalyseur ; et 

- la concentration en compose Z des milieux 
r6actionnels est determinee par un dosage immuno- 
enzymatique en phase solide de type "SPIE-IA". 
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Dans cet exemple, le compose E1-X1-G1 repond 
a la formule (VII) ci-apres : 



5 




et resulte du couplage de l'acide 5-hexynoIque avec 
1 'histamine . 

Le compose E2-X2-G2 repond, lui, a la 
10 formule (VIII) ci-apres : 



La reaction de couplage des composes E1-X1- 
15 Gi et E2-X2-G2 est r6alisee en utilisant : 

- trois solvants candidats : le dimethyl - 
formamide (DMF) , le dim6thylsulf oxyde (DMSO) et le 
THF ; 

- une banque de catalyseurs preparee in 
20 situ et dans laquelle chaque catalyseur correspond a 

une combinaison entre : 

(1) un complexe metallique M choisi parmi les 
complexes Ml a M7 suivants : 
Ml : Pd 2 dba 3 
25 M2 : Pd(PPh 3 ) 4 




(VIII) 



M3 



Pd(OAc) 2 



M4 



PdCl 2 (PPh 3 )2 



M5 



PdCl 2 (C 6 H 5 CN) 2 
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M6 : Pd(NH 3 )4 (N0 3 ) 2 
M7 : Ni (acac) , et 
(2) un ligand L clioisi parmi les 23 ligands 
suivants : 

5 • les ligands LI a L12 repondant a la formule PR 3 

dans laquelle R est respectivement un groupe n- 
butyle, n-octyle, t-butyle, -CH 2 -CH=CH 2 , -CH 2 OH, 
-CH 2 CH 2 CH 2 OH, -N(CH 3 ) 2 , phenyle, o-tolyle, 
-CH=CH 2 , o,p-di-OCH 3 C 6 H 3 et o-furyle ; 

10 • les ligands L13 £l L17 repondant a la formule 

R 2 P(CH 2 ) n PR 2 dans laquelle R est un groupe 
methyle et n est egal a 1 ou 2 (L13, L14) , R 
est un groupe phdnyle et n est egal a 1, 2 ou 4 
(L15, L16, L17) ; 

15 <= le ligand L18 ou ligand DIOP de formule : 




• les complexes d f arsenic L19 et L20 de formule 
20 AsPh 3 et (Ph 2 )As (CH 2 ) 2 As (Ph 2 ) ; 

• les imidazoliums L21 a L23 repondant a la 
formule : 




25 



dans laquelle R est un groupe ethyle et R 1 est 
un groupe methyle (L21) ; R et R 1 sont des 
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groupes t-butyle (L22) ; R et R' sont des 
groupes 2, 6-diisopropylbenzene ; 
(3) en presence d'une base choisie parmi la diiso- 
propylethylamine (DIEA) et le ter t-butoxyde de 
5 potassium (tBuOK) , et de sels de cuivre choisis parmi 
l'iodure de cuivre (Cul) et le triflate de cuivre 
(CuOTf ) . 

Le dosage immuno-enzymatique du compose Z 
(de formule E1-XJ.-G1-G2-X2-E2) produit par la reaction de 
10 couplage est realise en utilisant : 

— un anticorps monoclonal dirig6 contre 
l'histamine (anticorps His-76 ; Kd : 1(T 8 M) , qui a et<§ 
immobilise sur la paroi des puits de plaques de 
microtitration en polystyrene (capacite : 300 |il/puits) 

15 par "coating" , selon une technique analogue a celle 
decrite dans 1 ' exemple 1 ; 

— un conjugue comprenant cet anticorps 
coupl<§ a 1'AChE ; et 

— le reactif de revelation decrit dans 
20 1' exemple 1 pour mesurer la quantite de conjugue His- 

76/AChE fixe sur la phase solide. 

Le procede, dont les differentes stapes 
sont schematisees sur la figure 3, est mis en oeuvre 
selon le mode op6ratoire suivant. 

25 

1) Mode operatoire : 

* Reaction de couplage (etape A de la figure 

3) : 

Apres avoir protege la fonction amine 
30 port6e par le cycle azote du reste de l'histamine 
present dans le compose Ei-Xi-Gx (reste Ei) A et la 
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fonction amine du compose E 2 -X 2 -G 2 par des groupes BOC 
(GP sur la figure 3) , on depose successivement, dans 
chacun des puits de plaques de microtitration en 
polypropylene (capacite egale : 300 |ll/puits) et sous 
5 atmosphere inerte : 

— 5 \ll d'un solvant ou d'une solution 
organique 16 mM d'un complexe metallique M, 

— 5 pi d'un solvant ou d'une solution 
organique 32 mM d'un ligand L, 

10 - 25 JX1 d'une solution organique comprenant 

le compost E 2 -X 2 -G 2 £ 160 mM, un sel de cuivre a 6,4 mM, 
une base a 480 mM, et 

— 5 pi d'une solution organique 800 mM du 
compost Ei-Xi-Gi, 

15 un seul et meme solvant (DMF, DMSO ou THF) 6tant 
utilise pour chaque puits. 

Les plaques sont placees dans un agitateur 
incubateur, a une temperature de 25 °C, et y sont 
maintenues 24 heures . 

20 

* Arret de la reaction de couplage et 
deprotection (etape B de la figure 3) : 

La reaction de couplage est stoppee et les 
groupements BOC sont enlev§s par addition de 40 |Xl de 
25 TFA pur dans chaque puits. Les plaques sont agitees 
pendant 1 heure 4 temperature ambiante. 

* Dilution des milieux reactionnels (etape C 
de la figure 3) : 

30 Chaque milieu r6actionnel est dilue en 

prelevant 10 \il de ce milieu et en l'ajoutant a 1 ml de 
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tampon EIA contenu dans un puits d'une plaque deep-weel 
(capacite : 2 ml/puits) . 

Cette operation est rep^tee deux fois en 
sorte que chaque milieu reactionnel est dilue 10 6 fois. 

5 

* Dosage du compose Z : 

100 |Xl de chaque milieu reactionnel dilue 
sont deposes dans un puits d'une plaque de 
microtitration dont la paroi des puits a ete 
10 prealablement revetue de I'anticorps His-7 6. 

Les plaques sont agit6es pendant 1 heure a 
temperature ambiante, puis lavees 5 fois par du tampon 
de lavage consistant en un tampon phosphate 0,01 M f pH 
7,4, contenant 0,05% de Tween® 20 (etape D de la figure 
15 3) . 

Puis, on ajoute, dans chaque puits, 100 |LLl 
d f un tampon borate 0,1 M (pH 9) et 10 \ll d'une solution 
de sub^rate de disuccinimidyle (DSS) £ 10 mg/ml dans du 
DMF. 

20 Les plaques sont agitees pendant 15 minutes 

£ temperature ambiante, puis lav6es 5 fois par le 
tampon de lavage (etape E de la figure 3) . 

On depose alors, dans chaque puits, 150 |Xl 
de NaOH IN que l'on laisse agir 5 minutes a temperature 

25 ambiante. A 1' issue de quoi, les plaques sont lavees 5 
fois par le tampon de lavage (6tape F de la figure 3) . 

On introduit, dans chaque puits, 100 |Xl 
d'une solution du conjugue His-7 6/AChE a une unit6 
Ellman/ml et les plaques sont agitees pendant 1 heure ct 

30 temperature ambiante, puis lavees 5 fois par le tampon 
de lavage (6tape G de la figure 3) . 
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Pour mesurer la quant ite du conjugue 
s'etant fix6 sur la phase solide, on procede comme dans 
l'exemple 1, la mesure de la densite optique (DO) a 414 
nm etant realisee apres 30 minutes ou 1 heure de 
5 reaction enzymatique. 

A partir des valeurs de DO ainsi obtenues, 
on determine, pour chaque milieu r§actionnel, sa 
concentration en compost Z, par reference a une gamme 
etalon, puis le rendement de la reaction de Sonogashira 
10 par la meme formule que celle utilisee dans l'exemple 1 
ci-avant . 



2) Resultats : 

A titre illustratif, une partie des 

15 resultats est presentee sur la figure 4, sous la forme 
d f une matrice dans laquelle les rendements reactionnels 
(exprim6s en %) sont symbolises par des ronds allant du 
blanc au gris fonce, selon qu f ils sont compris entre 0 
et 10%, entre 10 et 20% f entre 20 et 30%, entre 30 et 

20 40% ou entre 40 et 50%. 

Ces ronds sont repartis sur 8 lignes qui 
correspondent pour la premiere, a 1' absence de complexe 
metallique M (ligne M0) et pour les 7 autres, a l f un 
des complexes m6talliques Ml a M7, et sur 24 colonnes 

25 qui correspondent pour la premiere, a 1 1 absence de 
ligand L (colonne L0) et pour les 23 autres, aux 
ligands LI a L23. 

Les resultats presentes sur la figure 4 
sont ceux obtenus en utilisant le DMF comme solvant, la 

30 DIEA comme base, l'iodure de cuivre comme sel de 
cuivre, 2% de metal M et 4% de ligand L. 
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On peut remarquer a la lumiere de ces 
resultats que deux ligands (L12 et L19) s ' averent les 
plus efficaces lorsqu'ils sont combines au palladium* 



5 
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REVENDICATIONS 

1 # Procede de criblage de conditions 
operatoires d'une reaction de couplage d'au moins deux 
5 groupements f onctionnels, qui comprend les etapes 
suivantes : 

i) faire reagir ensemble au moins deux 

composes : 

• un premier compose de f ormule Ei-Xi-Gi dans 
10 laquelle Gi represente un premier desdits au moins deux 

groupements fonctionnels, Xi represente une liaison 
covalente ou un premier groupe espaceur, tandis que Ei 
represente le reste d f une premiere molecule Mi pour 
laquelle on dispose d'un premier anticorps ACi 
15 specifique, et 

• un deuxieme compose de formule E2-X2-G2 dans 
laquelle G2 represente un deuxieme desdits au moins 
deux groupements fonctionnels, X 2 represente une 
liaison covalente ou un deuxieme groupe espaceur, 

20 identique ou different de X x , tandis que E 2 represente, 
soit le reste d'une deuxi&me molecule M 2 differente de 
Mi et pour laquelle on dispose d'un deuxieme anticorps 
AC2 specif ique, soit un groupe apte a former au moins 
une liaison covalente avec 1' anticorps ACi en presence 

25 d'un agent de couplage ; 

lesdits au moins deux composes etant mis a r6agir en 
solution dans un solvant et dans des conditions 
operatoires pred6terminees dont l'une au moins est une 
condition op6ratoire candidate, pour obtenir un milieu 

30 reactionnel et la formation dans ce milieu d'un compost 
Z comprenant 1 ' enchainement E1-X1-G1-G2-X2-E2 dans lequel 
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Xi, X 2 , Ei et E 2 ont la meme signification que 
precedemment, tandis que Gi~G 2 represente le groupe 
d'atomes resultant du couplage desdits au moins deux 
groupements fonctionnels ; 
5 ii) determiner la concentration en compose 

Z du milieu reactionnel a un temps t de reaction 
predetermine, par au moins un dosage immunologique 
utilisant au moins l'anticorps ACi ; et 

iii) evaluer les effets de la ou des 
10 conditions op6ratoires candidates sur ladite reaction 
de couplage a l'aide de la concentration en compose Z 
ainsi d6termin6e. 

2. Procede selon la revendication 1, dans 
15 lequel la reaction de couplage est choisie dans le 

groupe constitue par les reactions d' esterif ication, 
les reactions d 1 amidif ication, les reactions 
d'aldolisation et de nitro-aldolisation, la reaction de 
Heck, la reaction de Baylis-Hillman, la reaction de 

20 Michael, les reactions de metathese, la reaction de 
Diels-Alder, la reaction de Sonogashira, la reaction de 
Suzuki, la reaction de Kumada, la reaction de Stille, 
la reaction de Hiyama, la reaction de Liebeskind-Srogl, 
la reaction de Mannich, la reaction de Hantzsch, la 

25 reaction de Bossio et al., la reaction de Ugi et leurs 
variantes . 

3 . Proced6 selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, dans lequel Ei ou E 2 represente le 

30 reste de l f histamine. 
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4 . Procede selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, dans lequel Ei ou E 2 represente le 
reste de l'acide homovanillique. 

5 5. Procede selon la revendication 3, dans 

lequel Ei ou E2 repond £ la formule (III) ci-apres : 




10 dans laquelle Ri represente un atome d'hydrogene ou un 
groupement protecteur. 



15 



6. Procede selon la revendication 5, dans 
lequel Ei ou E2 repond a la formule (IV) ci-apres : 



MeO 




(IV) 



dans laquelle R 2 represente un atome d'hydrogene ou un 
groupement protecteur. 

20 

7. Procede selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, dans lequel E 2 represente un groupe 
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choisi parmi les groupes amine, acide carboxylique, 
aldehyde , thiol, phenol, alk^nyle, azoture et les 
groupes photo-activables . 

5 8. Procede selon la revendication 7, dans 

lequel E 2 represente un groupe amine ou thiol. 

9, Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, dans lequel ledit au moins un 

10 dosage immunologique du compost Z est un dosage en 
phase solide. 

10. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, dans lequel, E 2 correspondant au 

15 reste d'une molecule M 2 , 1'etape ii) comprend les 

etapes suivantes : 

ai) mettre le milieu react ionnel obtenu au 

temps t de reaction en contact avec une phase solide 

sur laquelle est immobilise le premier anticorps ACi, 
20 pour obtenir la fixation du compose Z sur cette phase 

solide par liaison immunologique entre cet anticorps et 

le reste E x de ce compose ; 

bi) mettre la phase solide en contact avec 

un conjugue comprenant le deuxieme anticorps AC 2 couple 
25 a un marqueur, pour obtenir la fixation de ce conjugu6 

sur cette phase solide par liaison immunologique entre 

le deuxieme anticorps AC 2 et le reste E 2 du compose Z 

fix6 sur ladite phase solide ; 

Ci) mesurer la quantity de conjugue fixe 
30 sur la phase solide & l'aide du marqueur couple a 

l 1 anticorps AC 2 ; et 
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di) determiner sur une gamme d'etalonnage 
la concentration en compose Z du milieu reactionnel 
audit temps t & partir de la quantite de conjugue ainsi 
mesuree ; 

5 ladite etape ii) comprenant, de plus, une ou plusieurs 
operations de lavage de la phase solide entre les 
etapes a x ) et bi) , et entre les etapes b x ) et ci) . 

11. Procede selon l'une quelconque des 

10 revendications 1, 2, 7 ou 8, dans lequel, E 2 
correspondant a un groupe apte a former au moins une 
liaison covalente avec le premier anticorps ACi, 
l f 6tape ii) comprend les etapes suivantes : 

a 2 ) mettre le milieu reactionnel obtenu au 

15 temps t de reaction en contact avec une phase solide 
sur laquelle est immobilise le premier anticorps ACi, 
pour obtenir la fixation du compose Z sur cette phase 
solide par liaison immunologique entre cet anticorps et 
le reste Ei de ce compose ; 

20 b 2 ) faire reagir un agent de couplage avec 

le premier anticorps ACi immobilise sur la phase solide 
et le groupe E 2 du compose Z fixe sur cette phase 
solide, pour obtenir la formation d'une ou plusieurs 
liaisons covalentes entre cet anticorps et ce groupe ; 

25 c 2 ) denaturer la liaison immunologique 

existant entre le premier anticorps ACi immobilise sur 
la phase solide et le reste E 2 du compose Z fixe sur 
cette phase solide, pour liberer ce reste de cette 
phase solide ; 

30 d 2 ) mettre la phase solide en contact avec 

un conjugue comprenant le premier anticorps ACi couple 
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a un marqueur, pour obtenir la fixation de ce conjugue 
sur cette phase solide par liaison immunologique entre 
ledit anticorps et le reste Ei du compose Ei-X-GiG 2 -Y-E 2 
ainsi libere ; 

5 e 2 ) mesurer la quant ite de conjugue fixe 

sur la phase solide a l'aide du marqueur couple a 
1* anticorps ACi ; et 

f 2 ) determiner sur une gamme d'6talonnage 
la concentration en compose Z du milieu reactionnel 
10 audit temps t a partir de la quantite de conjugue ainsi 
mesuree ; 

ladite etape ii) comprenant, de plus, une ou plusieurs 
operations de lavage de la phase solide entre les 
6tapes a 2 ) et b 2 ) , b 2 ) et c 2 ) , c 2 et d 2 ) , et entre les 
15 etapes d 2 ) et e 2 ) • 

12. Procede selon l f une quelconque des 
revendications pr&cedentes, dans lequel le premier 
anticorps ACi est un anticorps monoclonal . 

20 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 k 6 ou 10, dans lequel le deuxieme 
anticorps AC 2 est un anticorps monoclonal. 

25 14. Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, dans lequel la phase solide 
est la paroi d'un puits d'une plaque de microtitration 
sur laquelle est adsorbe le premier anticorps ACi. 
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15 . Procede selon la revendication 10 ou la 
revendication 11, dans lequel le marqueur est une 
enzyme, de preference, 1 ' acetylcholine esterase. 

5 16, Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, qui comprend une operation 
de dilution du milieu reactionnel entre les etapes i) 
et ii) . 

10 17. Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, dans lequel on determine le 
rendement de la reaction de couplage £ partir de la 
concentration en compose Z du milieu reactionnel. 

15 18. Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, dans lequel la reaction de 
couplage consiste a coupler 2, 3 ou 4 groupements 
f onctionnels . 

20 19. Procede selon la revendication 18, dans 

lequel la reaction de couplage consiste a coupler deux 
groupements fonctionnels Gi et G 2 , et dans lequel : 

- a l'etape i) , on fait reagir ensemble les 
composes de formules Ei-Xi-Gi et E2-X2-G2 pour obtenir la 

25 formation dans le milieu reactionnel d'un compose Z qui 
repond k la formule E1-X1-G1-G2-X2-E2 dans laquelle X lr 
X2, Ei et E 2 ont la meme signification que prec6demment 
et G1-G2 represente le groupe d'atomes resultant du 
couplage entre lesdits groupements fonctionnels Gi et 

30 G 2 ; tandis que 
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— a l'etape ii) , la concentration en 
compost Z du milieu reactionnel est determinee par un 
seul dosage immunologique . 

5 20. Procede selon la revendication 18 , dans 

lequel la reaction de couplage consiste a coupler trois 
groupements fonctionnels Gi, Gz et G3/ et dans lequel : 

— a l'etape i), on fait r6agir les composes 
de formules E1-X3.-G1 et E2-X2-G2 avec un troisieme 

10 compose de formule E3-X3-G3 dans laquelle X3 represente 
une liaison covalente ou un troisieme groupe espaceur, 
identique ou different de Xx et/ou de X2, tandis que E3 
represente, soit le reste d'une troisieme molecule M3 
differente de Mi et de M2 et pour laquelle on dispose 

15 d'un troisieme anticorps AC3 specif ique, soit un groupe 
apte & former une liaison covalente avec l 1 anticorps 
ACi en presence d'un agent de couplage & condition 
toutefois que E 2 ne represente pas deja un tel groupe, 
pour obtenir la formation dans le milieu reactionnel 

20 d'un compose Z r6pondant a l'une des formules ci- 
apres : 
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G 3 X 3 E 3 



dans lesquelles Xi, X 2 , X 3 , Ei, E 2 et E 3 ont la meme 
signification que pr^cedemment et 

5 




repr^sente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits groupements fonctionnels Gi, G2 et G 3 ; tandis 
10 que 

— a l'etape ii) , la concentration en 
compose Z du milieu reactionnel est d<§terminee par deux 
dosages immunologiques differents. 

15 21. Proced6 selon la revendication 18, dans 

lequel la reaction de couplage consiste a coupler 
quatre groupements fonctionnels Gi, G2, G3 et G4, et 
dans lequel : 

- a l'etape i) , on fait reagir les composes 
20 de formule E1-X1-G1 et E2--X2-G2 avec un troisieme compose 

de formule E 3 -X 3 -G 3 telle que precedemment definie et un 
quatrieme compost de formule E4-X4-G4 dans laquelle X 4 
repr6sente une liaison covalente ou un quatrieme groupe 
espaceur, identique ou different de Xi f X 2 et/ou X 3 , 
25 tandis que E4 represente soit le reste d'une troisieme 
molecule M 4 differente de M lr de M 2 et de M 3 et pour 
laquelle on dispose d'un quatrieme anticorps AC4 
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specif ique, soit un groupe apte A former une liaison 
covalente avec l'anticorps ACi en presence d'un agent 
de couplage k la condition toutefois que E 2 et E3 ne 
representent pas deja un tel groupe, pour obtenir la 
5 formation dans le milieu reactionnel d'un compose Z 
r6pondant a l'une des formules ci-apres : 




dans lesquelles X lr X 2 , X 3f X 4f E lr E 2 , E 3 et E 4 ont la 
15 m§me signification que precedemment et 
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ou G-, 




10 



represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits groupements fonctionnels G lf G 2 , G 3 et G 4 ; 
tandis que 

— a l'etape ii) , la concentration en 
compose Z du milieu reactionnel est determinee par 
trois dosages immunologiques diff6rents. 



15 



20 



22. Precede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel la ou les 
conditions operatoires candidates sont choisies dans le 
groupe constitue par les solvants, les catalyseurs, les 
niveaux de temperature, les niveaux de pression, 
1 'utilisation d'ultrasons, les concentrations, les 
rapports stoechiom6triques, les durees de reaction et 
leurs combinaisons . 

23. Proc^de selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel la ou les 
conditions operatoires candidates sont des catalyseurs. 



25 24. Trousse ou "kit" pour la mise en oeuvire 

d'un proced6 de criblage de conditions operatoires 
d'une reaction de couplage d'au moins deux groupements 
fonctionnels, qui comprend des quantites appropri6es : 
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— d'au moins deux composes destines a 
reagir ensemble : 

• un premier compose de formule E1-X1-G1 dans 
laquelle Gi represente un premier desdits au moins deux 

5 groupements f onctionnels, Xi represente une liaison 
covalente ou un premier groupe espaceur et Ei 
represente le reste d'une premiere molecule Mi ; et 

• un deuxieme compose de formule E 2 -X 2 -G 2 dans 
laquelle G 2 represente un deuxieme desdits au moins 

10 deux groupements f onctionnels, X 2 represente une 
liaison covalente ou un deuxieme groupe espaceur, 
identique ou different de Xi, et E 2 represente le reste 
d'une deuxieme molecule M 2 differente de Mi ; 

— d'au moins deux anticorps : 

15 o un premier anticorps AC X specifique de la 

premiere molecule M x , cet anticorps etant 
6ventuellement fixe sur une pluralite de phases 
solides ; et 

<» un deuxieme anticorps AC 2 specifique de la 
20 deuxieme molecule M 2 , cet anticorps etant couple a un 
marqueur ; 

— d'un compose Z comprenant 1 ' enchainement 
Ei-Xi-Gi-G 2 -X 2 -E 2 dans lequel X lr X 2 , E x et E 2 ont la meme 
signification que pr§cedemment, tandis que G a -G 2 

25 represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits au moins deux groupements fonctionnels ; et 
eventuellement : 

— d'un reactif de revelation du marqueur , 
par exemple un substrat si le marqueur est une enzyme ; 

30 et 

— de tampons convenablement choisis. 
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25. Trousse ou "kit" pour la mise en oeuvre 
d'un procede de criblage de conditions operatoires 
d'une reaction de couplage d'au moins deux groupements 
5 f onctionnels, qui comprend des quantites appropriees : 

— d'au moins deux composes destines a 
reagir ensemble : 

• un premier compose de formule Ei-Xi-Gi dans 
laquelle Gi represente un premier desdits au moins deux 

10 groupements f onctionnels, Xi represente une liaison 
covalente ou un premier groupe espaceur et Ei 
represente le reste d T une premiere molecule M x ; et 

• un deuxi£me compose de formule E2-X2-G2 dans 
laquelle G2 represente un deuxieme desdits au moins 

15 deux groupements f onctionnels , X 2 represente une 
liaison covalente ou un deuxieme groupe espaceur, 
identique ou different de Xi, et E 2 represente un groupe 
apte a former une ou plusieurs liaisons covalentes avec 
un anticorps specifique de la molecule Mi en presence 

20 d'un agent de couplage ; 

— d'au moins un anticorps, cet anticorps 
6tant ledit anticorps specifique de la molecule Mi ; 

— d'un conjugue comprenant ledit anticorps 
specifique de la molecule Mi couple a un marqueur ; 

25 — d'un compose Z comprenant 1 ' enchainement 

E1-X1-G1-G2-X2-E2 dans lequel Xi, X 2/ Ei et E 2 ont la meme 
signification que precedemment, tandis que Gi-G 2 
represente le groupe d'atomes resultant du couplage 
desdits au moins deux groupements fonctionnels ; et 

30 6ventuellement : 

— d'un reactif de revelation du marqueur, 
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— d'un agent de couplage, 

— d'un reactif apte a denaturer une liaison 
inimunologique, et 

— de tampons convenablement choisis. 

5 

26. Utilisation d'un proc^de de criblage 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 23 ou 
d'une trousse ou "kit" selon la revendication 24 ou la 
revendication 25, pour le criblage, en particulier a 
10 "haut debit", de catalyseurs utiles dans une reaction 
de couplage entre deux groupements f onctionnels . 
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